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論 文 の 内 容 の 要 旨
　アククトミオシン運動においては、ミオシンモーター領域内の棒状構造であるレバーアームドメインが、
ATP加水分解に共役して角度変化することにより、力と変位が生じるというレバーアームモデルが広く受
け入れられている。しかし、アクチンフィラメント側も、ミオシンの結合に伴いダイナミックに構造変化し、
これがアクトミオシンの運動において重要であることが示唆されている。またこうした構造変化が、ミオシ
ンが直接結合していない他のアクチンサブユニットにまで伝播すること（協同的構造変化）も報告されてい
る。そこで本研究では、アクチンフィラメントの協同的変化がミオシン運動に果たす役割を解明することを
目的とし、これを抑制する変異アクチンの機能を解析することにした。
　協同的構造変化を抑制する変異アクチンは、野生型（WT）アクチンと共重合することで、その機能を阻
害すると考えられる（優性変異）。そのため、発現宿主細胞に対して毒として働き、発現・精製が困難であ
ると予想された。そこでまず、優性変異アクチンのための新規発現系を開発する必要があった。新たに開発
した発現系では、宿主細胞の内在性アクチンとの共重合を防ぐために、変異アクチンをアクチンの重合を阻
害する蛋白質であるチモシンと融合させた。チモシンに付した Hisタグによりこの融合タンパク質を精製し
た後、キモトリプシン処理を行った。キモトリプシンは、アクチン C末の Pheを認識しそのすぐ下流で切
断する一方、アクチン本体は切断できないことから、この処理によりチモシンを切り離したインタクトなア
クチンを得る事ができた。この系により発現・精製されたWTアクチンは、機能的・形態的に正常であった。
　次に、実際に優性変異アクチンを精製し、その機能を解析した。最初に解析を試みた優性変異アクチンは、
An and Mogami  （1996）により同定されたショウジョウバエの変異 10 種類である。しかしこれらの優性変異
アクチンは、当初期待していたミオシン運動に必要な協同的構造変化を抑制するものではなかった。そこで、
申請者自身が新たな優性変異アクチンを同定し、その機能を解析することにした。ミオシン運動に必要な構
造変化が抑制されたアクチンを効率的に得るため、蛋白質の構造変化に重要であるグリシン残基をバリンな
ど他の残基に系統的に置換する「グリシンスキャニング」法に基づいて変異を導入した。 in vitro で作成し
た変異アクチンの遺伝子シリーズを酵母細胞内で発現させ、酵母の増殖抑制を指標に、G146Vを含む 5つ
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の優性変異アクチンを同定した。
　アクチンには大きな二つのドメインにより構成され、これらの相対的な位置関係が、電子顕微鏡観察など
から示されている。 Gly146 はこれらのドメインの間に位置しており、ドメイン間の構造変化の際に、ヒン
ジとして機能している可能性が考えられた。そこで、グリシンスキャニングにより同定された優性変異のう
ち G146Vアクチンの詳細な in vitro解析を行うことにした。G146Vフィラメントは、骨格筋ミオシンを用い
た in vitro運動アッセイにおいて、著しく運動性が低下していた。そこでより詳細な構造的異常を探るために、
分子内 FRETを用いた構造解析を行った。具体的には、Gly146 を挟むアクチンの二つのドメインにそれぞ
れドナーとアクセプターとなる蛍光色素を導入し、各アクチン分子のドナーとアクセプターの蛍光強度を顕
微鏡下で測定することで FRET効率を求めた。その結果、WTアクチンには、高 FRET効率、低 FRET効率
の最低二つの異なる構造状態がほぼ同じ比率で存在していた。これに対して、G146Vアクチンでは高 FRET
効率の構造状態が支配的であり、WTアクチンと G146Vアクチンでは構造多型性の分布に大きな差異があっ
た。一方ミオシンと ATP存在下では、WTアクチンは低 FRET 効率の構造状態が支配的になり、運動状態
のWTアクチンは構造変化を起こしたが、G146Vアクチンでは、低 FRETの構造状態はほとんど検出されず、
新たな中 FRET効率の構造状態が支配的になった。 G146Vアクチンは骨格筋ミオシンとの運動性が著しく
低下していたことから、G146VアクチンがWTアクチンで見られた低 FRET効率の構造状態をほとんど取
らないということは、ミオシン運動には低 FRET 効率の構造が重要であることが示唆された。
審 査 の 結 果 の 要 旨
　以上のように優性変異アクチンの発現系開発に成功したことにより、様々な優性変異アクチンの機能解析
が可能になった。この発現系により得られた G146Vアクチンは、構造状態に異常があり、そのためにミオ
シンとの正常な運動性が損なわれていた可能性があり、ミオシンの運動メカニズム解明に新たな視点を与え
るものと期待され、基礎生物学的に大きな意義がある。
　よって、著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
